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(54) Title: PROCESS FOR TESTING A BIOLOGICAL FLUID FOR CELLULAR ONCOGEN DNA OR FRAG- 
MENTS THEREOF 

(54)Bezeichnang: VERFAHREN ZUR UNTERSUCHUNG EINER BIOLOGISCHEN FLOSSIGKEIT AUF ZELLU- 
LARE ONKOGEN-DNA BZW. DEREN FRAGMENTE 

(57) Abstract 

In the process, the DNA in the whole of the acelluiar biological fluid, preferably blood plasma, is concentrated or 
separated, the DNA product so obtained is denatured, and in this form is either immobilized on a solid earner or left free 
in solution. The DNA is brought into contact with labelled oncogen DNA or oligonucleotide samples, with which it is ny- 
bridized if complementary sequences are present The excess and non-specificaliy bound labelled oncogen DNA or oli- 
gonucleotide samples are removed, and the product tested for the presence of labelled DNA or oligonucleotide. Following 
concentration or separation of the DNA, enzymatic amplification in vitro of the plasma DNA can be earned out, m order 
to augment the specific target sequences of the oncogens. The process is suitable as a universal malignity test 

(57) Zusammenfassung 

Bei dem Verfahren wird die DNA aus der gesamten azellularen biologischen Flussigkeit, vorzugsweise aus dem 
Blutplasma konzentriert bzw. getrennt, das so erhaltene DNA-Produkt wird denaturiert und in dieser Form emweder auf 
einem festen Trflger immobUisiert oder frei in LOsung belassen. Die DNA wird mit markierten Onkogen-DNA- oder Oh- 
gonukleotid-Proben in Kontakt gebracht, urn diesc mit der DNA zu hybridisieren, wenn komplementflre Sequenz vorliegt 
Die ilberflussige und nicht spezifisch gebundene markierte Onkogen-DNA- oder Oligonukieotid-Proben werden entfernt 
und das Produkt auf die Anwesenheit markierter DNA oder OUgonukleotid bestimmt. Im Anschlufi an das Konzentneren 
bzw. Trennen der DNA kann eine enzymatische Amplifizierung in vitro rait der Plasma-DNA durchgefflhrt werderu urn 
die spezifischen Target-Sequenzen der Onkogene zu vermehren. Das Verfahren eignet sich als Universai-Mahgnitfltstest. 
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Bezeichnung: Verfahren zur Untersuchung einer biologi- 
schen Flussigkeit auf zellulare Onkogen-DNA 
bzw. deren Fragmente 

Die Erfindun, batrlfft ein Verfahren rum Naohweis von rellularer Onko- 
gen-cm, brw. deren Fragments, nech den Ctertegrlff dee Anspruoh 1. 

verfahren rur restate!^ der aellularen CO^n-^ e.n^^llch 
Tr^nun, von cm. Denaturierun, und Hybrldislerung und dgl. sind auf 
L «bLt der aol^ularblologlsoten rorsohun, b<*annt. "^ro™ 
bH.it, zuverlassigXalt. Spezifialtit und extreme Sensrtwxtat derln 
^T^bridisierung *wisoh» « - — *" "f * 

^aufder Uteres heKannt. die als Standar**thode Sir ^rfUche 

Problmlosungen Anwendung gefunden hat. 

Die Hybridisierung *t » — Verwendung von M. Subset sur 
i™cbilisierung ist seit 1965 bekaimt (J. Mol. Biol. 12: 829 942. 

Methoden der Trennung der n* aus Zellen und Geweben veroffentlicht. 

Die erhoht. Ahtivitat von _1 Oder rcehreren zenularen 
autatlon, V.rstSr*ung O^lifikation) Oder andere Storongen der Gen 
nation ist eine wes^tliohe Ursaoh. d.r a-alignen Transition und 
der Diversifxkation der bosartigen Zellen. 

^ilfitation der zeilularen OnKogene auf a. B. das zwelfaoh. bis Hun- 
a^rfaohe. «« -"saohe der malign*, Transforation a- An ang in 

TZ ode treten wahrend der Pro^sion Oder der Diversification der 
Sartl^n Zellen in Fallen von 30 s bis 50 % der bosartigen Kra^e - 
ten auf. Hioht all. Sor*n von Onhogenen ha!*n die Beigung zu *plxfi 
totion. interessanterweise haben diejenlge Onkogene dies. Neigung. die 
in afctivierter »» . hsufigsten in bosartigen Krankhelten vo*an- 

drei aus vier in Grupp. A. zvei aus aoht in Gruppe B und null aus 
seohs in Gruppe C. die Gruppen sind auf Seite 16 angeg^n. 
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Durch Punkt-Mutation entstehende, neue r in normalem Zustand nicht vor- 
handene Onkogene sind in 15 % bis 30 % der Falle von bosartigen Krank- 
heiten mit dsn Transfektionsverfahren in 3T3 NIH Zeiien nachweisbar. Es 
ist neuerdings bekannt, dafl die Mutation in wesentlich hoherem Prozent- 
satz (40 %) der bosartigen Falle eine bedeutende Rolle spielt. 

Die folgenden Ursachen und Onstande kann man als maBgebend betrachten, 
fur den veranderten DNA-Inhait des Blutplasmas in bosartigen Krankhei- 
ten moglicherweise verantwortlich zu sein: 

1. Amplifizierung der Onkogene, die das Mehrfache bis zu mehrfach Hun- 
dertfache des nonnalen Zustandes erreichen kann. 

2. Neue Onkogene, die durch Mutation auftreten und in normalen Zellen 
uberhaupt nicht vorhanden sind. 

3. Erhohte Leckage von DNA bzw. deren Fragmente aus den malignen Zellen 

a) aus lebenden Zellen durch defekte Menibranen, 

b) aus sterbenden oder toten bosartigen Zellen. 

4. Gesteigerter Zell-Qnsatz in bosartigen Zustanden. 

5. GroBere Sterberate der bosartigen Zellen. 

6. ErhShte Permeabilitat der Kapillaren und Gefafie in den bosartigen 
Tumoren fur Zellen und Makrcnolekule wegen der ungeeigneten und 
unvollstandigen Ent^icklung der sonst reichlich vorhandenen GefaBe. 

7. Akkuraulation der bosartigen Zellen, Hauptsachlich sterbender Zellen, 
in den Kapillaren und Arteriolen der malignen Tumore, so konnen 
Zellelemente und Makrcraolektile ohne groBeren Abbau direkt in die 
Blutbahn langen. 

8. ErhShte Resistenz der DNA gegen degradierende Enzyme, weil sie ge- 
schiitzt sind wegen 

a) Bindung zu Proteine, 

b) Bindung zu RNA als DNA-RNA Kamplexe, und 

c) Anwesenheit in ds.DNA Form. 

9. Langerer Aufenthalt in der Blutbahn, weil die Clearance-Mechanismen, 
die fur die Entfernung der DNA bzw. deren Fragmente aus der Kreis- 
lauf verantwortlich sind, wegen der standigen "Oberf lutung" der 
Zirkulation mit diesen Substanzen in den bosartigen Zustanden, oder 
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wegen noch nicht bekannter Ursachen, ausgeschopft sind. 

Diese Ursachen und Onstande sind in verschiedenen Karbinationen und in 
verschiedenem MaBe in den verschiedenen Sorten von bosartigen Krankhei- 
ten und in deren verschiedenen Phasen fur den veraaderten DNA-Inhalt m 
der Blutbahn verantwortlich. 

Da die rechtzeitige Erkennung die wichtigste Voraussetzung fiir eine 
Emission bzw. fiir die Heilung bosartiger Krankheiten ist, ist ein 
Universal-Malignitatstest notvendig, der im breiten Spektrum rnaligner 
Krankheiten schon relativ kleine Mengen naligner Zellen aufspuren bzw. 
nachweisen kann. 

Einen derartigen universal T*st gibt as noch nicht. Kur swei Verteb- 
ra, haben bis jetst .15 verlaufskontrolltest routinanafllg *™ndung 
gefunden, ber Mpha-Fete-Proteint** fiir Iaber.c»bs und 
L das carcionc«*rvonale Antigen R» Or Kr^sorten des drgestrven 
Systems, die CEA. produzieren. 

m 1985 «urde ein Flotatlons«rfahren »lt 16 Oltraaentrifu- 
giecen des Seru»a bekannt, das eine auf Krebs charakterUtlsche 
Upoprotein-Framcn nachwelsen Kann, die auch KB « Poly M » 
K^enten enthalt. Dieses Verfahren wurde aber in P^ 106 "" 
^Len, in benignen nondclonalen Ga^opathien und a vrelen andean 
^Ondan noch nicht erprobt. Die s^itivltat dieaea ^ 
«n ut relativ gering. 0.2 Unp-frl. im Verglerch su d» hochgra 
aig senaltiven Hybridislerungsvertahren. Mt *ann **n 
er'laren, deB da. FLotatien^errahren in einlg» 
Erebsfallen n-^ativ ausgefallen let. Es ist sehr wahrscheinlich, dan 
die Kin der Lip*iotein Friction nur ein Tell der Gesamt-Pl»»- 
NuKiein-SMuren ist. die aus d» bosartigen Zellen in die Blutbahn 
gelangtsind. (Gesamt-Plasna-Nuklein-Sauren bosartlgen orsprungsl . 
L,er 1st die lange mtrazentrifugation ein grower Nacht.il des Flota- 
tionsverf ahrens . 

jungstens warden auch zwei Inmuntests als diagnostische Krebs-Tests 
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vorgeschlagen. Ein Verfahren fur die Isolierung des sogenannten "Cancer 
Associated Protein" (CAP) wurde verof fentlicht mit der Absicht der Ver- 
wendung als ein Krebstest (Immuntest) . 

In 1985 wurde als Moglichkeit fiir Krebstests der Nachweis in Urin von 
Cnkogen-Polypeptiden durch monoklonalen Antikorper mittels Unnunoblot 
gedacht. Mit Polypeptiden von drei Onkogenen durchgefuhrte Untersuchun- 
gen haben gezeigt, dafl der Unterschied zwischen norma Len und pathologi- 
schen Werten nicht sehr groB 1st und die Schwangerschaft hohere Werte 
produziert als eine bosartige Krankheit. Fiir die vollstandige Beurtei- 
lung mufl jedes Onkogen-Poiypeptid fur verschiedene GroBen untersucht 
werden, was ein sehr groBer Zeit- und Materialaufwand 1st. Ferner zeig- 
ten die normalen Werte eine grofie Streuung und so kann ein bedeutendes 
Oberlappen der nomalen und der pathologischen Werte vorkonmen. Zum 
Beispiel Untersuchungen mit monoklonalen Antikorpern gegen nur ein 
Onkogen-Poiypeptid zeigten positive Werte in 25-29% der tosartigen und 
in 6-9% der nicht-bosartigen Falle. 

Ein sehr wesentlicher Nachteil dieser wie jeder anderen Methode, die 
auf dem ijanunologischen Nachweis der Proteine Oder Polypeptiden von 
Krebszellursprung basieren, ist, daB die Anwesenheit von spezif ischen 
Antikorpern, die durch den Wirt gebildet, oder fur Therapiezwecke 
eingefuhrt werden, unrealistische Ergebnisse verursachen und uberhaupt 
ein bedeutender Storfaktor sein konnen. 

Der Erf indung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zum Nachweis 
der DNA, bzw. deren Fragmente, von zellularen Onkogenen in einer azel- 
iularen biologischen Flussigkeit, wie Blutplasma anzugeben. Da es hier- 
fur notwendig ist, erst die DNA aus dem Blutplasma zu trennen, ist es 
eine weitere Aufgabe der Erf indung, ein zuverlassiges Verfahren zur 
Trennung der DNA aus dem Blutplasma anzugeben. 

Durch die Behandlung des Blutplasnas zur Trennung des DNA-Inhaltes, 
durch Unterziehen der DNA einer enzymatischen Amplifizierung in vitro, 
durch Iimobilisierung der DNA in denaturierter Form an einem festen 
Substrat und durch Kontakt des festen Substrats mit der markierten 
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denaturierten Onkogen-DNA urn diese miteinander, wenn die Plasma-DNA und 
Onkogen-DNA-Probe kcmplementare Sequenz(en) haben, zu binden (zu hybri- 
disieren) , wird ein zuverlassiges Nachweisverfahren erreicht. Diese 
Tatsache wird durch den Nachweis der Markierungssubstanz , oder im Falle 
der radioisotopischen Markierung durch Autoradiographie best limit. 

Die in die Blutbahn gelangte DNA, deren Fragmente aus dem Blutplasma 
extrahiert werden konnen, kann dessen Onkogen-Inhalt durch in vitro 
molekulare Hybridisierung nachgewiesen werden. Der Nachweis von Onkoge- 
nen bzw. deren Fragmente im Blutplasma durch in vitro Hybridisierung 
ist umscmehr geeignet fur diesen Zweck, weil sie nicht nur SuBerst 
spezifisch sondern auch hochgradig empfindlich ist und so wenig wie 0,5 
bis 2 pg DNA/ml spezifisch nachgewiesen werden kann. Durch die Kanbina- 
tion der in vitro Amplif izierung der Target-Sequenzen der Onkogene mit 
der in vitro Hybridisierung erhoht sich die Bnpfindlichkeit der Methode 
urn mehr als zwei GroBenordnungen. 

Erfindungsgemafl werden die Gesamt-Plasma DNA. wie die in die Blutbahn 
gelangte DNA, bzw. deren Fragmente aus dem Blutplasma von Patienten mit 
bosartigen und nicht bosartigen Krankheiten isoliert und auf die Anwe- 
senheit der DNA zellularer Onkogene mit in vitro molekularer Hybridi- 
sierung untersucht. 

Man konnte feststellen, daB Plasma-DNA in nicht-rralignen und malignen 
zustanden isoliert werden kann. Wenn die isolierte DNA des Blutplasmas 
auf Onkogen-Inhalt durch molekulare Hybridisierung in vitro mit mar- 
kierten Onkogen-DNA Proben untersucht wurde, konnten wesentliche Unter- 
schiede (qualitative und quantitative) zwischen bosartigen und nicht- 
bSsartigen Krankheiten festgestellt werden. 

Die qualitativen und quantitativen Unterschiede ermoglichen, daB erf in- 
dungsgemase Verfahren zur Ontersuchung der Onkcgen DNA im Blutplasma 
als Nachweis auf aktive maligne Prozesse angewendet werden kann. Die 
praktische Anwendbarkeit des Verfahrens zur Feststellung der DNA, bzw. 
deren Fragmente, von zellularen Cnkogenen aus menschlichem Blutplasma 
ist ein Universal-Malignitatstest fur den Nachweis bosartiger 
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Prozesse. 



Der wesentlichste Vorteil dieser Erfindung 1st es, daB sie ein Verfah- 
ren angibt, das als Universal-Malignitatstest dienen kann: Dieser Test 
beruht auf den Grundprinzipien der bosartigen Transformation durch die 
Aktivierung von zellularen Onkogenen und der Besonderheiten der bosar- 
tigen Zellen und Tumore. 

Der zweite bedeutende Vorteil dieses Verfahrens ist die groBe Empf ind- 
lichkeit (1 pg/ml) . 

Ein weiterer wesentlicher Vorteil der Erfindung ist im Gegenteil zu 
Ihmuntests, dafl die spezlfischen Antikorper, die sich durch den Wirt 
geblldet haben, oder die fur Therapiezwecke in die Blutbahn eingefuhrt 
warden, die Ergebnisse nicht beeinf lussen konnen. 

Gegeniiber Nachweisverfahren, die auf immunologischem Nachweis der Pro- 
teine oder Polypeptiden von Krebszellursprung basieren, hat das erfin- 
dungsgemafle Verfahren den Vorteil, daB eine Storung des Ergebnisses 
durch spezif ische Antikorper entfallt. 

Dieses Verfahren hat auch den Vorteile, daB die Gefahr des Abbaus der 
DNA ist wesentlich kleiner ist. 

Der grcBte vorteil 1st, daB der Nachweis der Onkogen-DNA fahig ist, zu 
beweisen, daB die Aktivierung des Onkogens durch Punktmutation verur- 
sacht wurde und welcher Punkt des Onkogens durch Mutation verandert 
wurde. Aus diesem Grund kann man wissen, wie das Onkogen-Produkt COKP) 
verandert ist. A lie ras Onkogene konnen in der Position 12, 13, 61 
durch Punktmutation verandert werden. Die Mutation betrifft besonders 
das ras Ki Onkogen, und zwar in der Position Codon 12. Diese Veranderung 
fiihrt zu einem Onkogenprodukt, in dem die Aminosaure ^lv. in der Posi- 
tion 21 (p21) mit yal (besonders in Kolon und Harnblase-Krebs) , arg; 
(besonders in Lungenkrebs) oder mit cvs (besonders in Lungenkrebs) 
verwechselt wird. Oligonukleotid-Proben fur diese Onkogene zum Zweck 
dieser Hybridisierung sind im Handel erhaltlich (Oncogene Science Inc., 
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Mineola, NY 11501) . 



Da dieses Onkogen-Produkt nur in den Tumorzellen vorhanden ist and in 
den normalen Zellen uberhaupt nicht anwesend ist, bietet dieses durch 
Mutation veranderte Onkogen-Produkt diagnostisch and therapeutisch 
einen einmaligen ausschliefllichen spezifischen Angriffspunkt an den 
bosartigen Zellen. 

So kann nan, zum Beispiel, durch Unnunoimaging, intravenose Verwendung 
von nonoklonalen Onkogen-Produkt Antikorpern, verbunden mit einem Ra- 
dioisotope bosartige Zellen 1m Korper schon in einetn Stadium der bosar- 
tigen Krankheit, wenn die ublichen biidgebenden MaSnahmen noch negative 
Resultaten geben, visual is ieren. 

Mit monoklonalen anti^KP spezif ischen Antikorpern, allein oder in Ver- 
bixidung mit radioaktiven oder chemotherapeutisch wirkenden Substanzen, 
oder durch Heamung der translationalen Aktivitat der entsprechenden 
Onkogen-Transkripte (itiRNA) kann man ausschliefllich nur die bosartigen 
Zellen beeinf lussen bzw. vernichten, ohne die normalen Zellen zu be- 
schadigen. 

Der Nachweis zellularer Onkogen-DNA bzw. deren Fragmente aus dem 
Blutplastna bietet weitere, fur die Ifcerapie mafigebende Informationen: 

Der Grundcharakter maligner Prozesse und ihr Verhalten im Wirt ist 
wesentlich dadurch bestiirmt, welche Onkogene aktiviert wurden (Ge- 
netic Scripture, Zell-Onkogenprof 11) . Dies konnte btsher nur hi- 
stologisch in Tumorgeweben durch in vitro Nukleinsaure-Hybridisie- 
rung bestimt werden. Der erf indungsgemafle Malignitatstest kann 
diese Auskunft zumindest teilweise aus dem Blutplasma liefern 
(Plasma^nkogen-Prof il) , lange bevor die relativ kleine Tumorzell- 
masse visualisierbar und fur histologische untersuchungen errexch- 

bar ist. 

b. Wahrend der malignen Prozesse in vitro sowie wahrend des Bestehens 
der bosartigen Krankheit in Patienten konnen neue Onkogene zusatz- 
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lich aktiviert werden, was zu einer bedeutenden Progression der 
Bosartigkeit fvihren kann. Diese Gefahr kann mit den Malignitats- 
test wahrend der Verlaufskontrolle fruhzeitig dadurch erkannt 
werden, daS eine neue Onkogen-DNA aus dan Blutplasma identifiziert 
wird, welche bisher im Plasma nicht vorhanden war. 

c. Der Nachweis der Onkogen-DNA ist besonders geetgnet, urn die Ampli- 
fikation der Onkogene zu untersuchen und zu beobaohten. Wahrend 
des Krankheitsablaufs kann eine Verstarkung (Amplif ikation) der 
aktivierten Onkogene auftreten, wodurch eine wesentiich erhShte 
Aggressivitat und Progression der bosartigen Zellen verursacht 
werden kann. Das Auftreten einer solchen Verstarkung kann mit dem 
quantitativ ausgefuhrten Maglignitatstest schon fruhzeitig wahrend 
der verlaufskontrolle beobachtet werden. Das bedeutet, daS ein 
Subklon der Tumorzellen, der das amplif izierte Onkogen hat, fruh- 
zeitig, bevor er sich ausbreiten konnte und die Prognose sehr 
verschlechtern konnte, erkannt werden kann. Dieser Subklon kann im 
Fruhstadium durch spezif ische Immuntherapie Oder imnonocheaothera- 
pie beeiJifluflt und gegebenenfalls vemichtet werden. Amplif ikation 
der zellularen Onkogene (auf das Zwei- bis Hundertfache) tritt 
entweder im Primerturtor oder wahrend der Progression und Diversi- 
fication der bosartigen Zellen und in ungefahr 30 % bis 50 % 
der Falle der bosartigen Krankheiten auf. 

2. Genprodukte der aktivierten zellularen Onkogene spielen eine wich- 
tige, sogar vitale Punktion in den transformierten bosartigen Zellen, 
viele von ihnen fungieren als Protein-Kinase-Enzyme in der Zellmem- 
bran. 

Die Veranderung bzw. Beeintrachtigung dieser Funktion durch Angriff 
auf die bosartigen Zellen Unminspezif isch, gezielt auf ihre Onkogen- 
produkte mit monoklonalen Antikorpern a lie in oder gebunden mit radio- 
aktiv oder charotherapeutisch wirkenden Substanzen kann zur heilenden 
Wirkung fuhren, bevor die Tumorzellmasse sich verbreiten konnte. Ein 
Plasma-Onkogenprof il bei Fruherkennung zeigt die spezif ischen Thera- 
piaooglichkeiten. Die Verlaufskontrolle mit neuen Onkogen-Proben er- 
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moglicht es, neu aufgetretene Or*ogen-DNA zu erkennen. Bin quantita- 
tiv durchgefuhrter Malignitatstest bietet wahrend des Krankheitsver- 
laufs eine Fruherfassung einer eventuellen Amplif izierung eines zel- 
lularen Onkogens und gibt spezifische Hinweise, wie man diesen neuen 
Subklon von bosartigen Zellen unterdriicken bzw. vernichten kann, 
bevor eine grofiere Progression oder Agressivitat verursacht ist. 

Die Koaibination von in vitro enzymatischer Ampl if izierung mit der in 
vitro (Oligonucleotide) Hybridisierung erhSht die Empfindlichkeit der 
Methode urn mehr als zwei GroBenordnungen. Dieses kortoinierte Verfah- 
ren ubertrifft hinsiohtlich der Sensitivitat alle zur Zeit moglichen 
Methoden, inbegriffen ELISA, fur den Nachweis von Onkogen-Produkten. 

Die ErhShung urn zwei GroBenordnungen der Sensitivitat eines Mallgni- 
tatstests bedeutet einen therapeutisch sehr wichtigan Vorsprung von 
mehreren *>naten in der Fruherkennung maligner Prozesse und deren 
Rekurrenz nach durchgefuhrter Therapie. 

Da die durch Punktmutation veranderten und so aktivierten Onkogene in 
den notmalen Zellen uberhaupt nioht vorkcmnen, ist der Nachweis 
dieser Onkogene fcrmer von einer groBen diagnostisohen Bedeutung. Zwar 
wurden durch Mutation aktivierte ras Onkogene gelegentlioh in einigen 
Prakanzerosenzustanden aus Geweben nachgewiesen, aber damit die DMA 
oder deren Fragmente dieser Onkogene in die Blutbahn gelangen konnen, 
sind die Besonderheiten der tnalignanten Transformation und der bosar- 
tigen Tumore notwendig. 

m folgenden wird die Erf indung genauer erlautert. 
Aus dem frischgewonnenen Blut wird das Plasma schnell separiert. Dann 
wird das Plasma mit einem Detergens, wie Natriumduodezylsulphat (SDS) 
und einem proteolytischen Enzym, wie Proteinase K (Boehringer Mann- 
heim) mit einem wassrigen Medium vermisoht und wird dann bei 37 Grad C 
fur 1 bis 3 h in einer Pufferlosung ( P H 7,5) inkubiert. Die viskose 
Mischung wird durch Vortexing periodisch umgeruhrt. Nach der Inkuba- 
tion wird durch organisches Losungsmittel , wie Phenol, dreimal extra- 
hiert Das Ergebnis ist eine organische Phase, die den groBten Anteil 
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der Proteine, und eine wassrige Phase, die im wesentlichen die gesamte 
DNA enthalt. Phenol wird nach Zentrifugieren entfernt. Die Interphase 
wird mit zusatzlichem Phenol und Puffer reextrahiert. Nach der dritten 
Extraktion wird die DNA in Anwesenheit von 0,25 M Na-azetat bei pH 5,2 
mit eiskaltem Athanol bei -20 Grad C inkubiert, prezipitiert und zen- 
trifugiert. Das DNA-Sediment (das nicht inner sichtbar ist) wird in 
dem gewunschten Puffer Oder der Iosung gelost. 

Die DNA wird einer DNase-Enzym-f reien RNase-Behandlung bei 37 Grad C 
fur 1 h unterzogen. Danach wird die DNA zweimal mit Phenol/Chloroform 
extrahiert und mit Xthanol wie oben prezipitiert und in dem gewunsch- 
ten Losungsmittel gelost. 

Die spezifischen Target-Sequenzen a Her Onkogene konnen durch enzyraa- 
tische Atnplifizierung in vitro spezifisch wesentlich vermehrt werden. 

En Fall der durch Punktmutation veranderten Onkogene wird die Plasma- 
DNA einer solchen in vitro enzyraatischen Amplifizierung mittels Poly- 
merase-Ketten-Reaktion (PKR) unterzogen, um die spezifischen, durch 
Punktmutatlon veranderten Sequenzen wesentlich zu vermehren. 

Zwei Oligonukleotid-DNA Pragmente (je von 20 Basen) , kcmplenentar zu 
den Sequenzen, die das Target-Kodon f lankieren, werden als Priroere 
benutzt, um die angrenzenden Sequenzen, welche das mutierte Kodon 
haben, durch das Klenow-Fragment von Escherichia coll DNA-Polymerase I 
zu kopieren nach dem Prinzip von Saiki und Mitarbeiter (Science 230: 
1350 - 1354, 1985) . Annealing der Oligomer-Primere zu den entsprechen- 
den denaturierten Onkogen-DNA aus dem Blutplasma wird durch Synthese 
der neuen Fragmente, die die Target Sequenz enthalten, unter der 
Wirkung des Enzyms und in der Anwesenheit von Deaxynukleotid-Triphos- 
phat fortgesetzt. Die neu synthetisierte Target Sequenz dient als 
weiterer Templat-Strang fur die Oligonukleotid-Prlmere und fiir das 
Enzym. Wiederholte Zyklen von Denaturierung, Primer-Annealing und 
Kettenelongation verursachen eine exponent ie lie Vermehrung der Target 
Sequenzen. 
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So ergeben z. B. 20 - 25 Zyklen Amplif izierung in vitro in 2 bis 2,5 h 
eine etwa 200 . 000-f ache Vermehrung der spezifischen Target-Sequenzen. 

Die so vermehrten Onkogen-DNA Sequenzen werden denaturiert und auf 
vorbereitete Nylon-Filter aufgetragen, dann entweder durch UV-Licht 
Oder Backen in Vakuum-Ofen iimobilisiert. Die Nylon-Filter werden dann 
so behandelt, dafl das Binden weiterer Nuklein Sauren verhindert wird. 
Die so behandelten Filter werden mit verschiedenen Oligonukleotid- 
Onkogen Proben, die das durch Punktmutation veranderte Kodon enthal- 
ten, in Kontakt gebracht. 

Un die durch Punktmutation veranderten Onkogen-Sequenzen in der 
Plasma-DNA vor und besonders nach der in vitro enzymatischen Amplif 1- 
zlerung zu identif izieren, wird die DMA mit markierten Oligonukleotid- 
Onkogen-Proben, die das mutierte Kodon haben, in vitro hybridisiert. 
Die so geformten Hybrid-Duplexe sind dann stabil, wenn das Match 
perfekt ist. Im Falle von Mismatch sind die Hybrid-Duplexe nicht so 
stabil. Diese Unterschiede werden ausgenutzt, um die Mismatch-Dupiexe 
durch Auswahl der l^peratur, der lon-Starke und der Zusairmensetzung 
der Waschlosung besonders beim Waschen (nach Bnpfehlung des Herstei- 
lers) zu ellminieren und die durch perfektes Match entstandenen 
Hybrid-Duplexe zu behalten. Deren Anwesenheit wird dann durch Autora- 
diographic nachgewiesen. 

Wenn die Plasma-DNA auf nicht-mutierte Onkogene ohne in vitro Ampli- 
fizierung untersucht wird, wird die in Wasser geloste DNA denaturiert 
durch Erhitzen auf 100 Grad C fur 10 min und durch Mischen mit glei- 
chem Volumen 1 M NaOH, und bei Ziimertemperatur 20 min inkubiert. Dann 
wird das Alkali neutralisiert auf einen neutralen Wert (pH 8,0) durch 
Zumischung von 1 M HC1 und die Salzkonzentration wird durch Zugabe von 
1 M NaCl, 0,3 M Na-zitrat, 0,5 M Tris.CL (pH 8,0) erhoht. Dann wird xn 
Eis gekiihlt. Die Erhohung der Salzkonzentration dient der Erhohung der 
Bindefahigkeit der DNA an das feste Substrat (siehe unten) . 

Die resultierende Losung von d^naturierter DNA wird in gewunschter 
Menge auf einem festen Substrat, wie reine Nitrozellulose, aufgetra- 
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gen, urn erne Imrobilislerung der denaturierten DNA an dem festen 
Substrat zu bewirken. Das resultierende feste Substrat wird einer 
Wasche bei Ziranerternperatur mit 50 ml vol 6 x SSC unterzogen und 
getrocknet, dann in einem Vakuumherd bei 80 Grad C fur 2 h gebacken. 
Das gebackene feste Substrat wird danach behandelt, urn ein weiteres 
Binden von Nuklein Saure an das feste Substrat zu verhindem. 

Die (radioisotopisch oder nicht-radioisotopisch) markierte Onkogen 
DNA-Probe wird denaturiert und in einer Losung mit dem festen 
Substrat, auf dem die Plasma-DNA schon iimobilisiert ist, in Kontakt 
gebracht, urn damit unter ausgewahlten thermischen und chemischen 
Bedingungen zu hybridisieren. So wird bewirkt, daB die markierte 
Onkogen DNA-Probe durch Wasserstoffbindungen mit der komplementaren 
Sequenz(en) der auf dem festen Substrat imobilisierten Plasma-DNA, 
wenn sie diese komplementaren Sequenzen haben, verbunden (hybridi- 
siert) ist. 

Nach elnem vorbestimuten Zeitraum wird das feste Substrat einer Wasche 
unterzogen, urn die nicht spezifisch gebundene, markierte Onkogen DNA- 
Probe zu entfernen. 

Das feste Substrat wird anschlieflend einer Analyse unterzogen, umd das 
Stattf inden der Hybridisierung zwischen der Plasma-DNA und der mar- 
kierten Onkogen-DNA Probe nachzuweisen. Das wird im Falle der radio- 
isotopischen Markierung durch Autoradiographie, im Falle der nicht- 
radioisotopischen Markierung durch Nachweis der Markierungssubstanz 
mittels Enzymaffinitatstest durch Farbreaktion bestinmt. 

Eine Menge von gereinigter molekularisch klonierter DMA, die die 
Sequenz als Kode fur Onkogen enthalt, wird entweder radioisotopisch 
oder nicht-radioisotopisch markiert. Die radioisotopische Markierung 
wird durch Nick-Translation nach Rigby et al. (J. Mol. Biol. 113:237- 
251, 1977) im Fall von oligonukleotide Onkogen Proben durch Endmar- 
kierung durchgefiihrt, urn hohe spezifische Aktivitat zu erreichen. Fur 
diese Verfahrensweise verwendbare Radioisotope sind beispielsweise 
besonders 32 P aber auch I 125 , I 131 und H 3 . 
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Die nicht-radioisotopische Markierung der Onkogen-DNA Proben wird 
beispielsweise mit Biotin, auch durch Nick-Translation (Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 78:6633-6637, 1981) und jungstens mit Photobiotin 
(Nucleic Acid Research 13: 745-761, 1985) durchgefuhrt. Die Markierung 
mit Photobiotin ist besonders unkcmpliziert, schnell und preisgunstig. 
Bin Photobiotin-Markierungs- und Nachweis-Kit wird kotmerziell angebo- 
ten (BRESA, Adelaide, South Australia) . Die Markierung mit Biotin hat 
einen sehr wichtigen Vorteil: Abgesehen davon, daB sie nicht radioak- 
tiv ist, kann man Ergebnisse innerhalb einiger Stunden durch Farbreak- 
tion sehen. Man mufl nicht Tage warten, wie bei der Autoradiographie. 

Onkogen-DNA Proben, Onkogen-Oligonucleotid-Proben, markiert oder un- 
markiert, sind koroerziell erhaltlich (ONCOR, Inc. Gaithersburgh, Ma. 
USA 20877; ONCOGENE SCIENCE Inc. Mineola, NY. 11501 USA) . 

Das folgende Beispiel dient zar weiteren Erlauterung der Erf indung, 
ohne sie zu beschranken: 
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Beispiel 

Es wird 20 ml Blut mit 20 IE/ml Heparin entnarmen und das Blutplasma 
wird so schnell wie moglich separiert. Es wird in zwei Einweg Plastik- 
Zentrifugen-Rohrchen je 5 ml Blutplasma pipettiert. Eines wird tiefge- 
kuhlt fur eventuelle Wiederholung, Oder fur erganzende Untersuchungen 
als Reserve aufbewahrt. Das andere wird gleich in Bearbeitung genotmen. 

Es wird ein Gemisch aus 0,4 M Tris.Cl (pH 7,5) ; 50 nM Xthylendiaminote- 
traessigsaure (EDTA) ; 0,6 M NaCl, 2 % (Gew/Vol) Natriumduodecylsulfat 
(SDS) und Proteinase K (Endkonzentrtion 200 mUcrogramn/ml , Boehr inger) 
hinzugefugt und bei 37 Grad C fur 1 bis 3 h inkubiert mit hauf igem 
Vortexing. 

AnschlieBend wird gleiches Volumen von Phenol und Chloroform-Isoamylal- 
kohol (24:1) eingemischt und durch Schiitteln extrahiert, sodann durch 
Zentrifugieren die organische und die unorganische (wassrige) Phase 
getrennt. Die unorganische Phase wird separiert und aufbewahrt. Die 
interphase wird mit Phenol-Chloroform wie oben extrahiert. Die wassrigen 
Phasen werden gaieinsam wieder mit Phenol und Chloroform noch zweimal 
extrahiert. 

Nach der dritten Extraktion wird zu der wassrigen Phase Natriumazetat 
von 2,5 M (pH 5,2) zugenischt, urn die Endkonzentration von 0,25 M zu 
erreichen. Zwei Volumina von eiskaltem Xthanol werden zugefugt, gut 
vermischt und bei -20 Grad C inkubiert und danach zentrifugiert. 

Das DNA-Sediment (nicht Htmer sichtbari) wird in TE (pH 8,0) (10 irM 
Tris.Cl pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0) gelost und mit DNase-freier RNase 
(Endkonzentration 10 mikrogramn/ml) bei ZUimertemperatur fur 60 min 
inkubiert, danach wird mit Phenol-Chloroform zweimal extrahiert und mit 
Athanol wie oben prazipitiert. 

Die Extrahierung der DNA ist wesentlich erleichtert und es wird eine 
serienweise Untersuchung emogLicht durch die Anwendung des Instruments 
"Nucleic Acid Extractor" (Analytic Biosystem, Foster City, Ca, 94404, 
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USA) . Das oben geschriebene Verf ahren ist leicht adaptierbar fur den 
"Nucleic Acid Extractor". 

Bei der Untersuchung der nicht-inatierten Onkogene wird die Plasma-DNA 
gelost in Wasser in der gewunschten Konzentration auf 100° C fur 10 min 
erhitzt, dann schnell in Eis gekuhlt, mit gleichem Vo lumen von 1 M NaOH 
ganischt und bei Ziirmertemperatur for 20 min inkubiert. Damit wurde die 
Denaturierung der DNA erreicht. 

Die denaturierte DNA wird mit einer Losung von 1 M NaCl, 0,3 M Na- 
zitrat, 0,5 M Tris.Cl (pH 8,0) und IN HC1 gatiischt, dann in Eis gekuhlt. 

Ein entsprechendes Volumen von der resultierenden Losung (10 mikrogranm 
DNA) wird auf einem festen Substrat wie reines Nitrozellulose aufgetra- 
ge„ wobei das entsprechende Volumen von der denaturierter DNA Losung in 
eine Vertiefung einer "Mikrofilter"-Platte mit 96 Vertiefungen ein- 
gebracht (Minifold I Filtration und inkubations-Platte, Schleicher & 
Schuell, Keene, New Hampshire, 03431, USA) (Bio-Rad, Richmond, Ca, 94 
804 USA) und unter ge linden Vakuum unter Bildung eines Flecks von 3,0 
am Durchmesser, f iltriert wird. Der resultierende Filter wird von einer 
losung von 50 ml von 6 x SSC bei Ziittnertemperatur gewaschen, getrocknet 
und bei 80 Grad C fiir 2 h im Vakuumherd gebacken. 

Nach dem Backen wird der resultierende Filter einer Behandlung, der 
sogenannten Prehybridisierung in Prehybridisierungs losung unterzogen. 
Prehybridisierungslosung: Fonnamid 50% (Vol/Vol); 5 x Denhardt's Losung; 
5 x SSPE; 0,1 % SDS; 100 mikrograirm/ml denaturierte DNA aus Heringssper- 
m ^ i mikrogWml Poly A. (Denhart's Losung: Ficoll 5 g; Polyvinyl- 
pirtololidon 5 g; Rinderserumalbumin (Pentax Fraktion V. 5 g und H 2 0 zu 
500 ml) .' Der Filter wird in dieser Prehybridisierungslosung bei 42 Grad 
C Tur 6 - 8 h inkubiert. (20 X SSPE: 174 g NaCl; 27,6 g NaH 2 P0 4 ; 7,4 g 
EDTA ad 1 Liter H 2 0, pH 7,4) . 

Die markierte DNA-Onkogen Probe wird durch Erwarmung auf 100 Grad C fiir 
5 min denaturiert und schnell in Eis abgekuhlt. In denaturierter Form 
wird zu die Prehybridisierungslosung, in der der Filter schon inkubiert 
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ist, zugemischt und weiter inkubiert bei 42 Grad C fur 12 - 20 h. 

Nach der Inkubierung wlrd die Losung, in der die Inkubation durchgefuhrt 
wurde, weggegossen und der Filter 3 - 4 mal fur 5 - 10 min ( je Wasche) 
einer Wasche bei Zlnmertemperatur in groflen Volumen von 2 x SSC und 0,1 
% SDS unterzogen. Der Filter wird zwei weiteren Waschen fur 1 - 1,5 h in 
einer losung von 1 x SSC und 0,1 % SDS bei 68 Grad C unterworfen. Wenn 
der Hintergrund noch inner hoch ist, sind weitere WSschen bei hoheren 
Stringenzien (Scharfen) notwendig: Fur 60 min in einer Losung von 0,2 x 
SSC und 0,1 % SDS bei 60 Grad C. 

Die folgenden, gut bekannten, kauf lichen 18 roolekularisch klonierten 
menschlichen Onkoge wurden als Qnkogen-ONA Probe gebraucht, die hier 
ungefahr nach Hauf igkeit ihres Vorkcnroens mit erhShter Aktivitat in 
menschlichen Bosartigkeiten gruppiert sind: 

In alien bzw. praktisch in seltenen, nur in in sehr seltenen 

alien Bosartigkeiten: gewissen Formen von Bos- Formen von Bosar- 

artigkeiten: tigkeitens 



A. 



fos 
myc 
Ha-ras 

Ki-ras sic 

abl 



B. C. 



fes raf Erb A alu 



myb Erb B mos bcr 

fins N-myc sis N-ras 



Oligonuoleotid-Proben: ras Ki (codon 12) , siehe auch S. 6, waren durch 
Endmarkierung markiert. 

Die Proben wurden radioisotopisch mit P 32 markiert (spezifische Akti- 
vitat: 10 8 cpm/mikrogranm) durch Nick-Translation nach Rigby et al (J. 
Mol. Biol. 133:237-251, 1977) Oder unmarkiert erhalten. Die unmarkierten 
DNA Proben wurden entweder mit Bio tin (nach Leary, Proc. Nat. Acad. Sci. 
80:4045 - 4049, 1983) oder mit Photobiotin markiert. Reagenzien fur die 
nicht-radioisotopische Markierung durch Nick- translation nach Rigby et 
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al (J. Mol. Biol. 133:237-251, 1977) nit Biotin und fur die Visuali- 
sierung der Resultate der Hybridisierung mit Enymaff initatsverfahren 
durch Farbreaktion werden in Handel angeboten (Amersham, Little 
Chalfont, England) . Markierungen nit Photcbiotin erfolgt nach Vorschnf t 
des Herstellers (BRESA, Adelaide, South Australia) : Nach kuraer Be- 
strahlung mit sichtbarem Licht gent Photcbiotin eine stabile Bindung nit 
Nukleinsauren ein. Die so nit Biotin markierte DNA kann mit 2-Butanol 
Extraktion nit Xthanol-Precipitation isoliert werden und kann als sta- 
bile markierte Probe fur ein halbes Jahr in 0.1 *M EDTA bei -15 Grad C 
stabil aufbewahrt werden. 

Das Nitrocellulose-Papier in Falle radioisotopischer Markierung wird 
zwischen klaren Azetatfolien eingesetzt und in die Nahe eines fur die 
Rontgenstrahien empf indlichen Filmes gebracht. Bin Verstarkerschirm wird 
an der entgegengesetzten Seite angebracht und lichtdicht verpackt. Nach 
einer bestiirmten Zeit wird der Film entvickelt. Die Anwesenheit der DNA 
bzw. deren Fragmente, die nit der Onkogen-DNA Probe hybridisierten, wxrd 
durch die Anwesenheit eines Flecks auf den Film bestiiaat. 

m Falle nicht-radioisotopisch narkierter Onkogen-DNA Proben, wie im 
Falle der mit Photcbiotin narkierten Onkogen-DNA Proben, werden die DNA 
Proben in 0.1 M EDTA aufgetragen, sonst wird die Prehybridisierung so 
ausgefuhrt wie mit radioisotopisch narkierten DNA Proben, aber die Dauer 
der Prehybridisierung ist kiirzer: 4-8 h. Die Hybridisierung wird 
durchgefunrt wie nit radioaktiven Proben, aber bei hoherer Tenperatur 
(55 Grad C) fur 20 h in einer Losungs 4 Vol. Prehybridisierungspuffer; 
1 vol. von etwa 0.5 g/nl Natriun Dextransulfat und 20 ng/nl Biotin-nar- 
kierte DNA Probe (Onkogen-DNA Probe) . 

Die getrockneten Nitrocellulose-Papiere werden bei 42 Grad C fur 30 nin 
in S1MT Puffer (1 M NaCl; 0,1 N Tris. CI. pH 7.5; 2 m MgCl 2 0.05% v/v 
Triton X-100) mit 30 ng von Bovin Serun Albunin inkubiert. Nachdem das 
Nitrocellose-Papier getrccknet ist, wird es bei Zlrmertatperatur fur 10 
min in STMT-Puf fer mit 1 nikrogranm/ml Sigma Avidin-alkalische Phospha- 
tase-Kanplex inkubiert, dann wird mit hauf igem Schutteln in STMT Puffer 
(3 x 10 nin) und STM Puffer (1 m NaCl, Tris. CI P H 9.5, 5 mM MgCl 2 ) fur 
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2x5 min inkubiert. 



Fur Farbreaktionen wird das Nitrocellulose Papier bei Ziitmertemperatur 
im Dunkeln mit Substrat-Losung (SIM Puffer aber nur mit 0.1 M NaCl) mit 
0.33 mg/ml Nitro-blau-tetrazolium, 0.17 mg/ml 5-Brono-4-Chloro-3-Indolyl 
Phosphat und 0.33% v/v N,N-dimethylformamid vermischt. Die Reaktion wird 
durch Waschen des Nitrocellulose Papiers mit 10 nM Tris.Cl pH 7.5; 1 mM 
EDTA beendet. 

Fiir die Amplif izierung in vitro wird 3 - 5 mikrograirm Plasma-DNA zu 300 
- 500 mikro liter Buffer zusanmengesetzt aus 10 nM Tris.HCl, pH 7,5, 50 
nM NaCl, 10 nM MgCl, 1,5 nM Deoxynukleotid-Triphosphat (dBTP, alle 
vier) , 1 uM je von der zwei Primeren in einera Plastik-Zentrifugerirohr- 
chen zugemischt. Die Plasma-DNA wird durch Erhitzen bei 95 Grad C fur 5 
min denaturiert, dann zentrifugiert, um die Kondensation zu entfernen. 
Die Rohrchen werden gleich bei 30 Grad C fiir 2 min inkubiert, um die 
zwei Oligonukleotid-Primere zu ihren Target-Sequenzen durch Hybridi- 
sierung binden zu konnen (Annealing) . Danach wird 6 - 10 microliter von 
Klenow Fragment des Escherichia coli DMA Polymerase I Enzymes (Biolabs, 
0 5 Einheit/ul in 10 nM Tris.HCl, pH 7,5, 50 mM Nacl und 10 nM MgCl 2 ) 
zuganischt. Diese Mischung wird zusatzlich noch fur 2 min bei 30 Grad C 
inkubiert. Diese Zyklen von Denaturieren, Zentrifugieren, Annealing und 
Kettenelongation werden 19-24-mal wiederholt, die Zeit fur die Dena- 
turierung wird aber hier anstatt 5 min auf 2 min reduziert. Durch die 
20 - 25 Wiederholung wird ein Endvolumen von 420 - 700 ul erhalten. 

Ca 110 - 200 ng der in vitro amplif izierten Plasma DNA wird auf Nylon- 
Filter (Zetabind oder Zetaprobe) , die vorher 20x SSPE befeuchtet wurden, 
aufgetragen, dann werden die Filter einer Wasche in 20x SSPE unterzogen 
und danach durch Backen bei 80 Grad C fur 60 min imnobilisiert, dann in 
5x SSPE, 5x Denhardt's losung, 0,5 % SDS und 30 % Formamid fur 4 h bei 
42 Grad C inkubiert (prehybridisiert) . 

Die Hybridisierung wird mit P 32 -endmarkierten Oligonukleotid-Onkogen- 
Proben (2xl0 6 cpm/ml) , die die mutierte Sequenz haben, im selben Buffer 
bei 42 Grad C fiir 18 h durchgefuhrt. Dann werden die Filter einer Wasche 
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in 2x SSPE, 0,1 % SDS zweimal bei Zinnertemperatur fur 30 min and danach 
in 5x SSPE, 0,1 SDS fur 6 min fur 60 Grad C und in Hybridisationsbuffer 
aber ohne Denhardt's Losung und ohne Hering-Sperma-DNA fur zwei kurze 
Waschen bei Zixrmertenperatur unterzogen. SchlieSlich wird eine Wasche in 
diesem Buffer fur 30 min bei 58 Grad C durchgefuhrt. 

Die getrockneten Filter warden durch Autoradiographie bei -70 Grad C mit 
Verstarkungsschild (furs Ubemacht) ausgewertet. 

Bei der frei in losung Hybridisierung wird die DNA in denaturierter Form 
f rei in LDsung mit der markierten Onkogen-DNA Probe gemischt, inkubiert 
far 1 - 2 h bei 70 Grad C in Anwesenheit von Nuklease-Inhibitoren. Dann 
wird Hydroxapatit zugefvihrt, fur 5 min bei 70 Grad C inkubiert urn das 
Produkt der Hybridisierung (Plasma-DNA^arkierte Onkogen-DNA Hybrid- 
Komplexe) zu adsorb ieren. 

H. so entstandene Hv^apatit-Fraktion. wird als Sediment dutch Zen- 
trlfugieren separiert. Das SedUent wird einer «asche fur 5 «ru bei 70 
Grad c unterzogen und das Produkt i» Vergleioh *m Hintergrund in der 
Hydroxyapatit-Fraktion aufgrund der Markierung bestlaiat. 

Cie erfindungs^ Arbeltsweiae run Sachweis der m. bzw. deren Frag- 
aente. von zellularen Onkogenen to -enschlichen Blutplasna urftSt «h- 
^Onstige Reaktionsweisen und Sohritte. « eH* hohe Suveriassrgkeit 
und Reproduzierbarkeit zu ergeben. 

Die Verwendung von Proteinase K erleichtert die Entfemung der Proteine, 
die Guanidinium-Isothiocyanat-Behandlung die Denaturierung der Protege 
sowie die Spaltung der DNA-Prctein Konplexe. Der Rest der Proteme wird 
durch organische Extraktion entfernt. Der Abbau und das Entfernen der 
RNA wird durch RKase-Eehandlung erreicht, well die PHA sonst bei_ der 
Hybridisierung interferieren konnte. In vitro Anplifizierung ermoglicht 
eine wesentliche Vermehrung der Target-Sequenz und erhoht so dxe Bn- 
pfindlichkeit der Methode urn zwei Groflenordnungen. Das Backen sorgt fur 
die Zuverlassigkeit der festen Bindung der DNA an das Filter. Die Be- 
handlung des Filters nach dem Backen verhindert unspezif ische Bindungen 
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und sorgt auch fur Zuverlassigkeit. Die Wasche des Filters nach Hybrldi- 
sierung entfernt uberf lussige, oder unspezifisch gebundene, markierte 
Onkogen-DNA Proben und tragt auch zur Zuverlassigkeit bei. 

Es sind zahlreiche Modif izierungen moglich. 

Eine quantitative Auswertung des positiven Tests ist moglich. 

Eine semiquantitative Auswertung kann auch durchgefuhrt werden. In die- 
sea Fall wird die Intensity des schwarzen Flecks am Rontgenf ilm durch 
Densitanetrie gemessen und konnen quantitative Vergleiche gemacht warden 
(Reflectance Densitcrneter, Bio-Rad, Richmond CA 94804, USA) . 

Quantitativer Test: 

Wenn ein Blutplasma-DNA mit einer Onkogen Probe einen positiven Test 
oezeigt hat, kann die relative Menge durch das Dilutionsverfahren be- 
aLnt werden. In diesem Fall wird aus der Blutplasma-DNA erne 1:2 Se- 
rialverdunnung gemacht und wird jede Verdunnung durch Hybridxsxerung 
getestet. Die hochste Verdunnung, aus der noch ein positives Signal 
ausgeht, ist der Titer. So konnen bei der Verlaufskontrolle eines Pa- 
tie!!, wahrend der Beobachtungszeit, quantitative Vergleiche durchge- 
fOhrt werden. Auf diese Weise kann man z. B. die Arnplifizierang e*es 
der aktivierten Onkogene beobachten: Wenn wahrend der Verlaufskontrolle 
der Titer eines Onkogens unproportional 1 erhoht wird dm Vergleich zu 
anderen Onkogenen, bedeutet das die Amplifizierung dieses Onkogens. 

Der Test ist positiv: 

1. wenn eine der durch Mutation veranderten Onkogen-Proben (Oligonucleo- 
tid-Proben) mit der Plasma-DNA ein positives Signal gibt. 

2. Wenn, zwei Oder mehrere zellulare Onkogene, die nicht durch Mutation 
aktiviert sind, im Blutplasma nachweisbar sind. 

3. Wenn. die Anwesenheit eines der Onkogene, das nicht durch Mutation 
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aktiviert ist, in hoherem Titer nachweisbar ist. 

Die Moglichkeiten 2 oder 3 konnen aber gelegentlich auch in nicht- 
bosartigen Krankheiten vorkormen, besonders in Zustanden mit Fieber und 
groBan Zellabbau. In diesen Fallen wird der Zeitablauf entscheidend 
sein: In bosartigen Krankheiten bleibt die Positivitat, oder stexgt sie 
soger, wahrend sie in den nicht-bosartigen Fallen abklingt. 

* allganeinen bekormt nan einen positiven Test im Fall einer bosartigen 
Krankheit listens, wenn die Plasna-DKA erst nur mit der °nkogen^ 
X (siehe oben) hybridisierte, well diese Onkogene in alien bzw. beinahe 
in alien Sorten von Bosartigkeiten aktiviert sind. Seltener braucht man 
die Hybridisierung auf die Gruppe B auszuweitern. 

Wenn man die Krebsart kennt (in der Verlaufskontrolle) oder Verdacht hat 
auf eine Krebsart, kann man seiche Onkogene als Proben verwenden, die in 
dieser Krebsart besonders hauf ig aktiviert sind. Es warden noch .oner 
nlue Logene entdeckt. Diese kann man zukunftig gegebenenfalls auch als 
Probe benutzen. 

We™ « aoer wissen accnte. wel*e aJctivlerten Onfc^ene in 

allen Onkogenen von Grujpe A und B und seltener von Grufpe C ^^^^ 
Dasselbe BtuB wan tun, wenn roan das Era^einen von neuen Onkogenen 
1„ der Blutbahn wahrend der Krankheltsablauf erfa».en n&hte, was 
allfg rund der ptognoatisohen und therapeutleohen Bedeutung aehr wiehtlg 
ist. 

Es ist moglich, spezif ische D^-Fragmente von zwei oder mehreren ver- 
schiedenen Onkogenen aus dem Blutplasma simultan in demselben System, 
2 B in einem Rohrchen, spezif isch zu amplifizieren. Die in vitro 
Wlf izierung benotigt keine intakten, vollstandigen Onkogen-DNA Mole- 
kuie in Anwesenheit eines einzigen, relativ kleinen onkogen-spezif i- 
schen DNA-Fragments, das die Strecke zwischen den 5'Enden der zwei 
Oligonukleotid-Primere uberbriickt, findet eine spezifische Amplif i- 
zierung durch Primer-Kettenreaktion statt. 
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p atentansp 



r u che 



X verfahren zur ontersuchung einer bioiogiachen F f " 

aufdie »n»esenhei t von tfU. On^-m. bzw. deren Fra^nte, 
als Malignitatstest, bei dan man 

„ aus der azelluiaren bioicgischen FiuasigKeit — ™* I—**-* 

b) r sTe^tena - * « -« 

aer anf einaa festan TrSger ia^biliaiert Oder frei » losun, 

c) - Sottas b, -t aarfcierten * ^ 
OiigonuKleotid-Prcben in KontsKt bringt. « *-.-»■ » 
^Sdisieren. «enn Ko^tare Se^ voruagt, 

sfge and nicht apezifisch gebandene aarXierte O^^r odar 
Oll^uotld-Piaban ~a and oltgonultl aotid 
a) das Produkt ao£ die anwesenhelt markrerter i»a 

bestixnnt- 

2 varfahran nach Anspruch 1, dadurch gefcennzeichnet, dafl man nach 
^STa> aina enz^tizche An^ifizierung in vitro mit der Plas*a- 

veiroehren- 

3 varfahren nach Anspruch I odar 2, dadurch geKennzei^net. daB die 
' azelluiare blologiacha FlusaigKeit n>enschUchea Blutplaam rat. 

4 variant nach eina. dar Anaprucha 1 bis 3. dadurch gelcennzeichnet. 
daB die Probe radioiaotopiach mrkierta Onkcgen-OHA rat. 

5. varfahran nach einaa der Anapruche I bis 3, dadurch gakannzeichnat, 
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« die Prooe nich* radioisotopic ^erte, vorrugsweise -U Bio- 
tin markierte Onkogen-DNA ist. 

.ntfemen und « die ■» in der wassrigen Phase zu erhaiten. 

scher TtechniX durchgefiihrt wird. 

Bestinmung auf Anwesenheit maricierter 
durch Farbreaktion durchgefuhrt wird. 



det. 



,* .mm der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, 
in verfahren nach einen der «nsp«*. , 
aaTfiir die tnn^bUisierung ein VaKu. eingesetst wird. 

u . ve rf ahren naoh ein- der Ansprucbe 3 bis 10. dadurch gefcennseichneb. 
dafl man 

a) das Plasma mit einem Detergens und 

.^ 1v+ . ischen Enzym in Kontakt bringt; 
U P d^Tt J. a, ■» -r P-i— erenden 

- cuanidini^isorhi^ ^^^ nlttel 
c, aas Produlct der State b) mlt einem organlschen " » 

extrahiert unter Bildung einer I. wesentlichen protexnfreien 

"-ZZZSS Cetera und — proreo*- 

' SrST^i bring. * - da. die 
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tion der Stufe c) wiederholt; 

e) das Produkt der Stufe d> mit (2 vol) Xthanol prazipitiert, wascht 
und in sterilem Wasser lost; 

f) das Produkt der Stufe e) einer BNase Enzym Behandlung unterzieht 
urn die vorhandene RNA abzubauen und zu entfernen und dann die 
Extraktlon der Stufe d) wiederholt. 

12 verfahren nach elnem der Anspruche 3 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
daB im Falle von durch Punlctmutation veranderter Onkogene die Plasma- 
DNA einer in vitro enzymatischen Amplif izierung mittels Polymerase- 
Ketten-Reaktion unterzogen wird, urn sie zu vermehren. 

13 . Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, daB man 

a) das Produkt der Stufe f) behandelt und dann denaturiert; 

b) das Produkt der Stufe a) auf ein festes Substrat auftragt und 
durch Backen im Vakuum inncbilisiert; 

c) das feste Substrat der Stufe b) mit einer losung von markierter 
Onkogen-DNA Probe in Kontakt bringt, um sie mit der auf dem festen 
Substrat inmobilisierten DNA zu hybridisieren; 

a das Produkt der Stufe c) im Fall radioisotopic markierter Onko- 

gen-DNA Probe, durch Autoradiographic bestimmt; 
e) das Produkt der Stufe c) im Fall nicht-isotopisch markierter 

Onkogen-DNA Probe durch Enzymaf f initatstest durch Farbreaktion be- 

stinrot. 

14 Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB man das feste 
Substrat der Stufe b) behandelt, um eine weitere Bindung von Nuklein- 
saure daran zu hindern. 

15. verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dafi man die 
verbliebene nicht-radloaktive Markierungssubstanz des festen 
Substrats, die durch die Hybridisierung zwischen Plasma-DNA und der 
tnarkierten Onkogen-DNA gebunden 1st, mittels Enzymaff initatstest 
durch Farbreaktion bestimmt. 

16. verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, 
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dafl man als Onkogen-DNA-Probe eine individuelle Onkogen-DNA oder eine 
Mischung individueller Onkogen-DNAs nimmt. 

17. Verfahren nach einem der der Anspriiche 1 bis 16, dadurch gekennzeich- 
net, dafl man die Onkogen-DNA, die mit der auf dem festen Substrat 
gebundenen Plasma-DNA hybridisierte, entfernt, urn das feste Substrat 
mit der daran verbliebenen Plasma-DNA mit einer neuen Onkogen-DNA- 
Probe wieder zu hybridisieren (rehybridiseren) . 
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